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Summary
Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of morbidity and mortality in 
the Western world. A healthy diet can be helpful to prevent or delay the development 
of CVD. Cocoa and dark chocolate consumption have been shown to beneficially 
affect not only plasma lipids and lipoproteins, but also other CVD risk markers. 
It is possible that these positive effects are explained by theobromine, which was 
described to elevate high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and apolipoprotein 
A-I (apoA-I) concentrations. Increasing apoA-I concentrations may increase HDL 
functionality, which can reduce CVD risk. No other studies have investigated the 
effects of theobromine on other CVD risk markers including postprandial metabolism 
and vascular function. Additionally, it is interesting to evaluate potential underlying 
mechanisms for the increase in apoA-I concentrations. The research presented 
in this thesis therefore focused on (i) a systematic review to identify dietary and 
pharmacological interventions that increase apoA-I concentrations (ii) two well-
defined dietary intervention trials, which assessed the effects of theobromine on 
CVD markers, including fasting and postprandial metabolism and vascular function. 
Furthermore, in the intervention studies underlying mechanisms for the increase in 
apoA-I were investigated by studying gene expression in the duodenum.
 
In Chapter 2, effects of various nutrients, food components and novel pharmacological 
approaches targeting apoA-I metabolism were systematically reviewed. Both dietary 
components and pharmacological approaches can be used to increase apoA-I 
concentrations. For the dietary components in particular, more knowledge about the 
underlying mechanisms is necessary, as increasing apoA-I per se does not necessarily 
translate into a reduced coronary heart disease risk. Chapters 3 and 4 describe the 
results of an acute randomized, double blind crossover study. Our hypothesis was 
that acute consumption of high-fat and of theobromine increased postprandial 
apoA-I concentrations, when compared with a low-fat meal. We included 10 healthy 
men who consumed in randomized order a high-fat, low-fat or a low fat meal with 
added theobromine. After meal intake, blood was sampled frequently for 4-hours. 
Five hours after meal intake duodenal biopsies were taken for microarray analysis. In 
Chapter 3, we concluded that acute high-fat and theobromine consumption did not 
change postprandial apoA-I concentrations. Surprisingly, acute high-fat consumption 
increased triacylglycerol responses but increased postprandial apolipoprotein B48 
concentrations less pronounced as compared with low-fat consumption, suggesting 
the formation of less, but larger chylomicrons after high-fat intake. Interestingly, 
except for an undesirable increase in the incremental area under the curve for insulin, 
acute theobromine consumption did not modify the postprandial responses of the 
low-fat meal. In Chapter 4, we concluded that the acute consumption of high-fat and 
theobromine did not change duodenal apoA-I gene expression. Both theobromine 
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and high-fat consumption inhibited gene expression related to glucose metabolism. 
Furthermore, high-fat intake activated the expression of genes related to lipid and 
cholesterol metabolism and inflammation in the duodenum. Chapters 5 and 6 describe 
the results of the second randomized, double-blind, placebo controlled crossover 
study, in which we hypothesized that 4-weeks theobromine intake improves fasting 
and postprandial lipid metabolism and vascular function. Forty-four healthy men and 
women, with low baseline HDL-C concentrations, consumed 500 mg theobromine 
or placebo daily. After 4-weeks, fasting blood samples were taken and subjects 
participated in a 4-hour postprandial test, in which blood was sampled frequently 
for analysis of parameters related to lipid and glucose metabolism. In a subgroup of 
10 men, again duodenal biopsies were taken for microarray analysis 5- hours after 
meal consumption. Furthermore, vascular function was assessed with measures 
for endothelial function, arterial stiffness and the microcirculation under fasting 
conditions and 2.5-hours after a mixed meal challenge. Surprisingly, in Chapter 5 we 
showed that theobromine lowered fasting serum low-density lipoprotein cholesterol 
concentrations, but did not change fasting HDL-C, apoA-I, or postprandial lipid 
concentrations and duodenal gene expression, and unfavorably affected postprandial 
glucose and insulin responses. Chapter 6 showed that theobromine consumption did 
not improve fasting and postprandial endothelial function, but increased postprandial 
peripheral arterial diameters and decreased the augmentation index, a measure for 
arterial stiffness. However, more research is needed to determine the predictive value 
of these vascular function measurements in the postprandial state.
Taken together, the intervention studies described in this dissertation were designed 
to assess the effect of theobromine on CVD risk markers and explore underlying 
mechanisms. Unfortunately, we have to conclude that it is unlikely that theobromine 
alone is the beneficial compound from cocoa. It is however possible that theobromine 
in combination with other active compounds from cocoa - for example flavanols - in 
a different matrix - for example a chocolate bar - or in another population groups can 
have more favorable health effects. This will need further research.
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In de Westerse wereld zijn hart- en vaatziekten (HVZ) één van de belangrijkste 
oorzaken van ziekte en sterfte. Een gezond voedingspatroon is van belang voor 
de preventie van HVZ. Uit onderzoek is gebleken dat de consumptie van cacao en 
pure chocolade niet alleen het lipoproteïnenprofiel in het bloed (lipoproteïnen zijn 
deeltjes die het vet en cholesterol door de bloedbaan vervoeren) verbetert, maar ook 
andere risicomarkers voor HVZ verbetert. Het is mogelijk dat deze positieve effecten 
verklaard kunnen worden door theobromine. Dit is een stof, die in cacao voorkomt, 
waarvoor aanwijzingen zijn gevonden dat het de hoeveelheid apolipoproteine 
A-I (apoA-I) verhoogt. Het apoA-I is een eiwit, dat in de zogenaamde hoge-
dichtheidslipoproteïnen (HDL) voorkomt. Het verhogen van de apoA-I concentraties 
kan leiden tot een verbetering van de functionaliteit van een HDL deeltje, hetgeen 
vervolgens het risico op HVZ kan verlagen. Tot op heden zijn er echter geen studies 
uitgevoerd, die de effecten van theobromine hebben onderzocht op andere HVZ 
risicomarkers, zoals de stofwisseling na de maaltijd (het postprandiaal metabolisme) 
of vaatfunctie. Daarnaast is het belangrijk om onderliggende mechanismen voor het 
verhogen van de apoA-I concentraties te onderzoeken. Het onderzoek beschreven in 
dit proefschrift had daarom als doel om door (i) een systematische review voeding 
en farmacologische interventies te identificeren die apoA-I concentraties kunnen 
verhogen (ii) het uitvoeren van twee studies om effecten van theobromine op HVZ 
markers, zowel voor als na een maaltijd (nuchter en postprandiaal), te bestuderen. 
Daarnaast is onderzoek uitgevoerd naar onderliggende mechanismen om de 
verhoging van apoA-I concentraties te verklaren. Dit is gedaan door de genexpressie 
in de darm, een orgaan dat betrokken is bij de productie van apoA-I, te onderzoeken.
In Hoofdstuk 2 worden de effecten van verschillende voedingscomponenten 
en nieuwe farmacologische benaderingen beschreven, die het apoA-I metabolisme 
kunnen beïnvloeden. We concludeerden, dat voedingscomponenten en 
farmacologische benaderingen beide gebruikt kunnen worden om apoA-I 
concentraties te verhogen. Met name voor voedingscomponenten is de kennis omtrent 
onderliggende mechanismen beperkt. Hoofdstuk 3 en 4 beschrijven de resultaten 
van een gerandomiseerde, dubbelblinde cross-over studie. Onze hypothese was dat 
de éénmalige consumptie van een vetrijke maaltijd of theobromine de postprandiale 
apoA-I concentratie verhoogt, in vergelijking met een vetarme maaltijd. Aan deze 
studie hebben 10 gezonde mannen deelgenomen. Zij hebben in willekeurige volgorde 
een vetrijke, vetarme of een vetarme maaltijd met theobromine, gebruikt. Tot 4 uur na 
de maaltijd werd regelmatig bloed afgenomen. Vijf uur na de maaltijd zijn er biopten 
(kleine stukjes weefsel) uit de darm genomen, die gebruikt zijn om de genexpressie in 
kaart te brengen met behulp van microarray-analyse. In hoofdstuk 3 concludeerden 
we dat de vetrijke maaltijd en theobromine geen effecten had op postprandiale 
apoA-I concentraties in vergelijking met de vetarme maaltijd. Verrassend was dat de 
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vetrijke maaltijd de hoeveel vetten in het bloed verhoogde, terwijl de postprandiale 
apolipoproteine B48 concentraties, een eiwit dat in chylomicronen voorkomt, 
(chylomicronen zijn deeltjes die het vet uit een maaltijd door het lichaam transporteren) 
verlaagd waren in vergelijking met een vetarme maaltijd. Dit suggereert de vorming 
van minder, maar wel grotere chylomicronen na een hoge vetinname. Behalve een 
toename van het insulinegehalte, had het toevoegen van theobromine aan de vetarme 
maaltijd geen effect. In hoofdstuk 4 is geconcludeerd dat de éénmalige consumptie 
van een vetrijke maaltijd en theobromine de apoA-I genexpressie in de darm niet 
veranderde. Zowel theobromine als de vetrijke maaltijd remden de expressie van 
genen gerelateerd aan het glucosemetabolisme. Daarnaast activeerde de vetrijke 
maaltijd de expressie van genen betrokken bij het lipiden- en cholesterolmetabolisme, 
en ontsteking (inflammatie) in de darm. Hoofdstuk 5 en 6 beschrijven de resultaten 
van de tweede gerandomiseerde, dubbelblinde, placebo-gecontroleerde cross-over 
studie, met de hypothese dat de consumptie van theobromine voor 4-weken het 
nuchtere en postprandiale vet metabolisme en de vaatfunctie verbetert. Vierenveertig 
gezonde mannen en vrouwen, met in het begin een lage HDL-C concentratie, 
gebruikte dagelijks 500 mg theobromine of placebo. Na 4 weken werd er nuchter 
bloed afgenomen en volgde een deelname aan een 4 uur durende postprandiale test. 
Tijdens deze test werd regelmatig bloed afgenomen voor analyse van parameters 
betrokken bij het vet- en glucosemetabolisme. Vijf uur na de maaltijd werden, in 10 
mannen, weer biopten uit de darm genomen om de genexpressie in kaart te brengen. 
Daarnaast werd de vaatfunctie geëvalueerd door het meten van de endotheelfunctie, 
arteriële stijfheid en de microcirculatie in gevaste toestand (nuchter) en 2,5 uur 
na een maaltijd (postprandiaal). In hoofdstuk 5 toonden we aan dat theobromine 
de nuchtere concentratie cholesterol in de lage dichtheidslipoproteïnen (LDL) 
verlaagde, maar dat het de HDL-C, apo-AI en postprandiale lipidenconcentraties 
niet veranderden en geen invloed had op de genexpressie in de darm, terwijl het de 
postprandiale glucose- en insulineresponsen negatief beïnvloedde. Hoofdstuk 6 liet 
zien dat theobromineconsumptie de nuchtere en postprandiale endotheelfunctie niet 
verbeterde, maar wel de postprandiale perifere arteriële diameters vergrootte en de 
augmentatie index, een maat voor arteriële stijfheid, verlaagde.
Samengevat, de interventiestudies beschreven in dit proefschrift waren opgezet 
om de effecten van theobromine op cardiovasculaire risicomarkers te bestuderen en 
om onderliggende mechanismen te onderzoeken. Uit de studies is gebleken, dat het 
niet waarschijnlijk is dat het verhogen van alleen de theobromineconsumptie het risico 
op HVZ verlaagt. Het is echter mogelijk dat theobromine in combinatie met andere 
stoffen uit cacao - bijvoorbeeld flavanolen - in een andere matrix - bijvoorbeeld een 
reep chocolade - of in een andere bevolkingsgroep toch gunstige gezondheidseffecten 
kan hebben. Hiervoor zal verder onderzoek moeten worden verricht.
